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序章
 管状要素に特徴的な物質であるリグニンは,植物体の機械的強度を保ち,また管状要素にお
 ける水の輸送を可能にする等の重要な役割を果たしている。リグニンは,リグニン単量体であ
 るヒドロキシシンナミルアルコール類の合成と,それらのリグニン単量体の二次細胞壁におけ
 る重合により合成される。この最終段階のヒドロキシシンナミルアルコール類の重合反応はペ
 ルオキシダーゼにより触媒されると考えられているが,植物体には多くのペルオキシダーゼア
 イソザイムが存在しており,真にリグニン合成に関与するアイソザイムは明らかではない。真
 にリグニン合成に関与するペルオキシダーゼアイソザイムを明らかにし,ペルオキシダーゼに
 よるリグニンの重合反応の制御機構を解明するためには,優れた実験系が必要である。ヒャク
 ニチソウ単離葉肉細胞から管状要素分化を誘導する実験系は,高頻度かつ同調的に分化を誘導
 できる優れた実験系である。本研究では,この実験系を用い,管状要素分化過程において発現
 するペルオキシダーゼアイソザイムについて研究を進め,ペルオキシダーゼにより触媒される
 リグニン重合の制御機構の解析を行った。
 第1章ヒャクニチソウ管状要素分化過程におけるリグニン沈着とペルオキシダーゼア
 イソザイム活性の相互関係
 ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化に伴って活性が上昇する,細胞壁イオン結合性
 ペルオキシダーゼについて,CathodicnativePAGE後の活性染色により,アイソザイムレベ
 ルでの解析を行った。その結果,このペルオキシダーゼ画分にはP1-P5の5つのアイソザイム
 が存在し,その中でも特にP4とP5は分化誘導条件でのみ出現することが示された。このうち,
 P5は二次細胞壁の肥厚が開始する培養48時間目より出現し,培養60時間目で活性のピークを迎
 えた。一方,P4はリグニン合成の開始する培養60時間目より出現し始め,その後,活性は上昇
 を続けた。
 フェニルアラニンアンモニアリアーゼ(PAL)の阻害剤であるL一α一aminooxy一β一pheny1-
 propionicacid(AOPP)及び2-aminoindan-2-phosphonicacid(AIP)はそれぞれ10μM,100
 μMの濃度で,管状要素分化を阻害することなく,リグニン沈着の阻害をもたらした。これらの
 PAL阻害剤処理により,イオン結合性ペルオキシダーゼ活性の著しい上昇と,培地中に放出さ
 れるペルオキシダーゼ活性の著しい低下が引き起こされた。その中でも特にイオン結合性ペル
 オキシダーゼアイソザイムP5の著しい活性上昇が起こった。また,PAL阻害剤により引き起
 こされるリグニン沈着の阻害及び各ペルオキシダーゼ活性変化は,フェニルアラニン以降のリ
 グニン前駆物質を添加することにより打ち消された。
 PAL阻害剤によるP5活性の著しい上昇は,リグニン沈着の阻害により,二次細胞壁からの
 P5溶出効率が上がったためであると考えられた。このことから通常の二次細胞壁においては,
 ・P5がリグニン合成を触媒し,P5自身も沈着したリグニンにより固定されていると考えられた。
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 第2章ヒャクニチソウ管状要素分化過程において出現する細胞壁結合性ペルオキシ
 ダーゼアイソザイムの分離と特性解析
 管状要素分化過程において出現する細胞壁イオン結合性ペルオキシダーゼアイソザイムを分
 離し,各アイソザイムの特性を解析した。まず,管状要素に存在するペルオキシダーゼアイソ
 ザイムを明らかにするためPercollにより管状要素と分化しなかった細胞を分画した。この分
 画中でのP1-P5の局在を解析した結果,Pl,P2,P5が管状要素に存在する事が示された。次に,
 これらのアイソザイムの分離を行った。イオン結合性ペルオキシダーゼ画分を,CM-Sepharose
 を用いpH7.0でイオン交換クロマトグラフィーを行うことにより,P1とP3を含むフラク
 ションと,P2とP5を含むフラクションに分離することができた。さらにP1とP3とを,pH5.
 0でのCM-Sepharoseのクロマトグラフィーにより分離した。P2とP5を含む画分はPhenyl
 SuperoseとMono-Sカラムを用いて分離した。その結果,P5はP5AとP5Bの2つのアイソ
 ザイムに分かれた。このようにして,最終的にP1,P3,P5A,P5Bが単一のペルオキシダーゼ
 アイソザイムとして分離された。
 次に,これらのアイソザイムの性質を解析した。コニフェリルアルコールを基質として用い
 た場合の各アイソザイムの至適pHは,P1がpH5.5-6.0,P3がpH5.0-7.5,P5AがpH5.0,
 P5BがpH4.0であった。コニフェリルアルコールに対するKm値はP1は0.1mM,P3は
 0.37mM,P5Aは0.29mM,P5Bは0.48mMであり,各アイソザイムはコニフェリルアル
 コールに対し十分な触媒能を持つことが示された。またヵークマリルアルコールに対してはPl
 が弱い触媒能を示し,シナピルアルコールに対してはP3が弱い触媒能を示した。また,EGTA
 によりカルシウムイオンをキレートすることにより,P1,P3,P5Bの活性が阻害され,特にP3
 の活性が著しく阻害されることが示された。このことは,P1,P3,P5Bの活性化にはカルシウ
 ムイオンが必要であることを示している。これらの結果は,各アイソザイムがそれぞれ異なっ
 た性質を持つことを示していると共に,P5(P5AとP5B)がリグニン合成に関与しているとい
 う第一章での仮説を強く支持した。
 第3章ヒャクニチソウ管状要素分化に関連して発現するペルオキシダーゼcDNAの
 単離と解析
 リグニン合成への関与が最も強く示唆されたP5について遺伝子レベルでの解析を行うた
 め,P5のcDNAの単離を試みた。P5のアミノ酸部分配列を決定するため,ヒャクニチソウの
 根を材料として,数段階のカラムクロマトグラフィーによりP5A及びP5Bと対応するRP5A
 及びRP5Bを精製した。精製したRP5A及びRP5BをCNBrで分解した後,それぞれのアミノ
 酸部分配列を決定した。RP5Aのアミノ酸部分配列を1もとに設計したオリゴヌクレオチドプラ
 イマーとペルオキシダーゼの保存領域のアミノ酸配列より設計したオリゴヌクレオチドプライ
 マーを用い,ヒャクニチソウの培養48時間目の細胞由来のcDNAから,ペルオキシダーゼ
 cDNAのPCRによる増幅を行った。その結果,3種のペルオキシダーゼアイソザイムの
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 cDNA,ZPO-A,ZPO-B,ZPO-Cを得る事ができた。またリグニン合成に関与する酵素の一つ
 であるケイヒ酸一4一ヒドロキシラーゼのcDNAも単離され,ZC4Hと名付けた。
 次に,これらの遺伝子の発現のタイムコース及び各ホルモン条件における発現の違いをノー
 ザンブロット解析により調べた。その結果,ZPO-CのmRNAは管状要素分化誘導条件でのみ,
 しかも,一過的に培養48-60時間目に発現することが示された。一方,ZPO-AのmRNAは管状
 要素分化が誘導されない条件でのみ発現が誘導され,ZPO-BのmRNAは分化に関わらず培養
 過程を通じて非常に低い発現が見られた。このZPO-Cの発現様式はP5の発現様式とよく一致
 した。この結果からZPO-CはP5(P5AまたはP5B)をコードしており,リグニン合成に真に
 関与するペルオキシダーゼアイソザイムcDNAである可能性が高いと考えられた。
ξ
 まとめと展望
 本研究により,ヒャクニチソウ管状要素分化過程において,管状要素特異的に出現し,コニ
 フェリルアルコール触媒能も高いP5が,リグニン合成に真に関与していることが強く示唆さ
 れた。さらに,このP5のアミノ酸の部分配列をもとにペルオキシダーゼcDNA断片が単離さ
 れた。このうちの一つZPO-Cは発現パターンの一致からP5をコードしている可能性が強く示
 唆された。
 今後は,ZPO-Cタンパク質を初∂勧。で合成し,その抗体を作成することを計画している。
 そして,その抗体を用いてZPO-Cタンパク質の局在の解析を進めることにより,リグニン合成
 への関与を明確に示すことができると思われる。またZPO-Cのゲノムを単離し,ZPO-C遺伝
 子の発現調節機構の解析を進めていくことにより,管状要素分化過程におけるリグニン合成の
 制御機構について,新たな知見を得ることができるものと考える。
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」 論文審査の結果の要旨
 本論文は,ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化実験系を用い,リグニン合成の最終
 段階を触媒するペルオキシダーゼのタンパク質レベル及び遺伝子レベルでの解析を行い,管状
 要素分化過程におけるリグニン合成の制御機構の解明を目的として行ったものである。
 著者は,ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化過程におけるペルオキシダーゼ活性の
 変動を詳細に調べ,細胞壁イオン結合性ペルオキシダーゼアイソザイムとしてP1-P5が出現す
 ることを示した。その中でもP4とP5は,分化誘導条件でのみ出現することを示した。また,
 Percollを用いて管状要素と分化していない細胞とに分離し,管状要素に実際に存在するアイ
 ソザイムがP1,P2,P5であることを示した。これらの結果より,P5が管状要素分化特異的に
 出現し,また管状要素への局在が示されたことから,著者は,P5がリグニン合成に関与する可
 能性が高いと推定した。
 著者は,次に2種のフェニルアラニンアンモニアリアーゼの阻害剤を用い,管状要素分化を
 阻害せず,リグニン沈着を阻害したときの,ペルオキシダーゼ活性への影響を調べた。リグニ
 ン沈着を抑制することにより,P5活性の著しい上昇がみられた。この結果から著者は,二次細
 胞壁におけるリグニン沈着とペルオキシダーゼ活性の関係を考察し,P5がリグニン合成に関与
 していると推定した。
 著者は,更に,これらのイオン結合性ペルオキシダーゼアイソザイムをカラムクロマトグラ
 フィーにより分離し,これらのアイソザイムの,ヒドロキシシンナミルアルコール類への基質
 特異性を調べ,P5が酵素学的にもリグニン合成を触媒できることを示した。
 これらの結果を受けて,著者は,さらにP5について遺伝子レベルでの解析を進めた。ヒャク
 ニチソウの根より,P5を精製し,そのアミノ酸部分配列を決定した。それをもとに,PCRを行
 い,3種のペルオキシダーゼのcDNAフラグメント(ZPO-A,B,C)を単離した。さらにそれ
 らの発現をノーザンブロット解析により調べたところ,ZPO-AのmRNAは管状要素分化が誘
 導されない条件でのみ発現が示され,ZPO-Cは分化特異的な発現を示した。このZPO-Cの発
 現様式はP5の発現様式とよく一致していた。これらの結果から著者は,ZPO-CはP5をコード
 しており,リグニン合成に真に関与するペルオキシダーゼアイソザイムのcDNAであると推定
 した。
 ここに得られた結果の多くは新知見であり,いずれもこの分野の研究の進展に重要な示唆を
 与えるものであり,かつ本人が自立して研究活動を行うのに充分な高度の研究能力と学識を有
 することを示すものである。よって,佐藤康提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格
 と認める。
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